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[Patenlianmeldung] 

Hersi:ellung eines Farbemittels zur Visualisierung 
von Zellen im menschlichen oder tierischen Kozrper 

[Beschrelbung] 

Die Erfindung betrifft die Herstellung eines Farbemittels 
zur Visualisierung von Zellen im menschlichen oder tieri- 
schen Korper. 

[Stand der Technik] 

Hierzu ist es aus der WO 99/58160 bekannt, als Farbstoff 
Trypanblau zu verwenden. Diese aus der Klasse der Diazo- 
Farbstoffe bekannte Verbindung wird in einer wassrigen L6- 
sung zum Einfarben der Vorderkapsel fur eine Katarakt- 
Operation am Auge verwendet. Durch die Visualisierung der 
Vorderkapsel erkennt der Chirurg den Umriss der Kapsulorhe- 
xis, wodurch die Phakoemulsif ikation erleichtert wird, 

Bei Trypanblau handelt es sich um eine zytotoxische Sub- 
stanz, wie beispielsweise aus Solomon K.D, et al.: Pro- 
tective effect of the anterior lens capsule during extra- 
capsular cataract extraction^ OPHTHALMOLOGY, vol. 96, no. 5, 
May 1989 (1989-05), 591-597 und Veckener M. et al. : Ocular 
toxicity study of trypan blue injected into the vitreous ca- 
vity of rabit eyes, Graef e' s Arch Clin Ex Ophthalmol (2002) 
239: 698-704 bekannt ist. Bei der Verwendung von Trypanblau 
ist daher die vollstandige AusspUlung insbesondere des Au- 
genbereiches, in welchem das Trypanblau als Farbemittel zum 
Einsatz gekommen ist, unmittelbar nach der Kataraktoperation 
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erforderlich, urn einen ISngeren Verbleib im KSrper bzw, im 
Auge zu vermeiden- 

Ferner ist es bekannt (E. Kutchera, ,,Vitalf arbung der abge- 
5 hobenen Netzhaut und ihre Defekte^\ Albrecht v. Graefes 

Arch. klin. exp. Ophthal. 178, 72,87 (1969)) zur Sichtbarma- 
Chung von die gesamte Netzhaut betreffenden Defekten in Fal- 
len von Netzhautabhebung den Farbstoff Patentblau intra- 
vitreal zu injizieren. Fiir die intravitreale Injektion wurde 

10 eine 0,47%-ige Patentblau"Hyaluronsaure-L5sung verwendet. 

Die Visualisierung der Netzhautabhebung ist aulierst zeitauf-" 

^ wendig und ergibt sich erst einige Tage nach der Injektion. 

[Aufgabe der Erfindung] 

15 Aufgabe der Erfindung ist es, die Herstellung eines Farbe- 
mittels mit fehlender Zytotoxizitat zu schaffen, welches zur 
Visualisierung von Membranen mit begrenzender oder trennen- 
der Funktion oder durch Erkrankung entstandener Membranen im 
menschlichen oder tierischen Korper geeignet ist. 

20 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi durch die kennzeichnenden 
Merkmale des Patentanspruches 1 gel5st. Die Unteranspruche 
^ beinhalten vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung. 

25 Bei der Erfindung wird durch die Verwendung eines keinen Vi- 
talfarbstoff darstellenden und biokompatiblen Farbstoff s, 
vorzugsweise in einer physiologisch kompatiblen Losung von 
insbesondere Natriumchlorid, die mit einem Puffer auf ein pH 
von 6,8 bis 7,8, insbesondere etwa 7,4 eingestellt sein 

30 kann, ein Farbemittel zur Visualisierung von Zellen, • insbe- 
sondere von trennenden oder begrenzenden Membranen im 
menschlichen und tierischen K6rper geschaffen. Das bei der 
Erfindung zur Anwendung kommende Einf arbemittel kann zur Vi- 
talitatsprtifung eingesetzt werden, wobei jedoch im Unter- 
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schied zu herkominlichen Vitalf arbstof f en mit dem bei der Er- 
findung zur Anwendung kommenden biokompatiblen Farbstoff ne- 
ben den toten Zellen zur Unterscheidung vom lebenden Materi- 
al auch die lebenden Zellen eingefarbt werden kSnnen. 

5 

Vorzugsweise kommt als Farbstoff ein Triphenylmethan- 
Farbstoff zum Einsatz. Beispiele fur derartige geeignete 
Farbstoffe sind Patentblau und Brillantblau R, wobei letzte- 
rer von der Proteinf arbung bei der Gelelektrophorese bekannt 
10 ist. 

Bei Patentblau handelt es sich vorzugsweise um ein als Le- 
bensmittelf arbstof f (L-Blau 3 = E 131) zugelassenes Patent- 
blau V (C54H62CaN40i4S4, MG: 1159,45). 

15 

Als Puffer kann ein Phosphat-, Hydrogencarbonat- oder 
Citrat-Puf fer, dessen pH-Wert inittels Natriumhydroxid einge- 
stellt werden kann, verwendet werden. Die Konzentration des 
biokompatiblen Farbstoff s, z.B. von Patentblau V betrSgt in 
20 wSssriger Losung vorzugsweise 0,6 bis 2,5 g/1, insbesondere 
etwa 1,2 g/1. Man erreicht eine spontane Einf arbung der ge- 
wunschten Bereiche im menschlichen oder tierischen Korper. 

Das Farbemittel kann zum Anfarben der Linsenkapsel, insbe- 
25 sondere der Linsenvorderkapsel bei einer Katarakt-Operation 
verwendet werden- Die AnfSrbung erfolgt vor der Kapsulorhe- 
xis und Phakoemulsif ikation. 

Fiir die Anfarbung wird das Kammerwasser durch eine korneale 
30 Oder sklerale Tunnelinzision abgesaugt und die Vorderkammer 
anschliefiend mit einem Gas, insbesondere Luft gefUllt. Mit 
einer Kanule werden ca. 0,3 ml FarbemittellSsung, z.B. von 
Patentblau V in die Vorderkammer verabreicht. Es entsteht 
die Anfarbung der Linsenkapsel, welche durch den Pupillen- 



rand der Iris begrenzt ist. Nach einigen Sekunden wird zum 
Auswaschen des nicht ben5tigten Farbstoffes die Vorderkammer 
mit einer Natriumchlorid-LSsung ausgespvilt. 

5 Anschliefiend wird fur die Durchfuhrung der Katarakt-Opera- 
tion in herkommlicher Weise eine viskoelastische Losung in 
die Aug en vorderkammer eingebracht. Aufgrund der blauen Ver- 
farbung der Vorderkapsel tritt der Umriss der Kapsulorhexis 
klar hervor und ISsst sich vom grauen Gewebe des Linsenkerns 
10 klar unterscheiden. 

k Ferner kann das Farbemittel zum Anfarben der Membrana limi- 
^ tans interna oder beispielsweise infolge von PVR (prolifera- 
tive Vitreoretinopathie) entstandenen Membranen, insbesonde- 
15 re epiretinalen Membranen an der Netzhaut oder an der Rtick- 
flache der Glaskorpergrenzmembran^ insbesondere bei Netz- 
haut- und Glask5rperchirurgie zumEinsatz kommen. 

Beim Entfernen, beispielsweise einer epiretinalen Membran 
20 von der Netzhaut wird mit Hilfe einer Ober die Pars plana 
eingebenden Kaniile der Farbstoff ^ beispielsweise Patentblau 
V in ca. 0,3 ml der angegebenen Puffer losung selektiv zur zu 
k entfernenden Membran gebracht. Der Glask5rper kann vorher 
^ ganz oder teilweise durch eine GasfUllung/ wie sie in her- 
25 kcSmmlicher Weise bei der Glaskorper- oder Netzhaut-, insbe- 
sondere Makulachirurgie zum Einsatz kommt, ersetzt sein. 
Beim Anfarben der epiretinalen Membran kann gegebenenfalls 
eine Anfarbung des benachbarten Retinagewebes mit schwache- 
rem Einf arbungsgrad erfolgen. Beim Entfernen der Membran von 
30 dem darunter liegenden, nichteingef arbten Retinagewebe er- 
gibt sich dann ein guter Kontrast. Nach dem Anfarben wird 
aberschOssige FfirbemittellSsung ausgespUlt und der freie 
Raum durch den angesprochenen gasformigen Glaskorperersatz 
angefiillt. Durch die Einfarbung ist es m5glich, mit einem 




nicht beleuchteten oder nur schwach beleuchteten Instrumen- 
ten beim Abtragen der Membran zu arbeiten. Hierdurch wird 
bei ausreichender Kontrastwahrnehmung die Lichttoxizitat er- 
heblich verringert, Insbesondere bei der Anwendung im Zusam- 
5 menhang mit epiretinaler Membranen (Epiretinale Gliose, „ma- 
cular pucker'\ ,,surface wrinkling"") bildet der Einsatz der 
Farbemittellosung eine wertvolle Hilfe beim Aufsuchen und 
Entfernen der Membranen. 

10 Wenn bei Makulaf oramen mit zunehmender Lochgrofte die Entfer- 
nung der Membrana limitans interna erforderlich ist, erweist 
sich die Einfarbung dieser Membran mit der Farbemittellosung 
als vorteilhaftes Hilfsmittel beim Aufsuchen und Entfernen 
dieser Membran wahrend der GlaskOrperchirurgie . 
15 

Ferner ist es mSglich^ ein viskoelastisches Material, bei- 
spielsweise Hyaluronsaure, welches als Hilfsmittel bei der 
ophthalmologischen Chirurgie zum Einsatz kommt, mit der Far- 
bemittellosung einzufarben. Insbesondere ISsst sich hier- 
20 durch bei der Katarakt-Operation eine Verbesserung des Kon- 
trastes des viskoelastischen Hilfsmittels gegenUber dem in- 
traokularen Gewebe, insbesondere der Augeniris und dem Fun- 
dusreflex erzielen. 

25 G^genilber dem herkSmmlichen Trypanblau, welches teratogene 
Oder mutagene Wirkung (Cahen RL: Evaluation of the teratoge- 
nicity of drugs, Clin Pharmacol. Ther, 1964, 5, 480-514 und 
Produktinformation BLURHEX™, Dr. Agarwal's Pharma Ltd. 
Chennai (Indien) ) hat, besitzt die erf indungsgemaJie biokom- 

30 patible Losung, beispielsweise von Patentblau V oder. Bril- 
lantblau R keine Zytotoxizitat . 

Zum Nachweis fehlender Zytotoxitat wurden Mauszellen L 929 
und ARPE-19-Zellen mit dem erf indungsgemafien Farbemittel Pa- 
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tentblau V mit unterschiedlichen Konzentrationen (iber 68 bis 
72 Stunden im Brutschrank behandelt. Die Vitalitat der Zel- 
len und eine abgeleitete Zytotoxizitat wird durch Bestimmung 
des Proteingehalts der behandelten Zellkulturen gegenUber 
5 unbehandelten Kontrollkulturen quantitativ bestimmt. Mit ei- 
nem Standard-Verf ahren wird der Proteingehalt kolorimetrisch 
ermittelt. 

Dabei zeigt sich, dass eine Zytotoxizitat in signif ikanter 
10 Hohe entsprechend einer Wachstumhemmung von mehr als 30% 
nicht vorhanden ist. 

Die Erfindung erweist sich insbesondere von Vorteil bei der 
DurchfUhrung von Katarakt-Operationen mit dichten Katarakten 
15 und/oder schwer pigmentierten Fundi, bei denen der Fundusre- 
flex nur schwach ausgebildet ist oder fehlt. Mit Hilfe des 
Einf arbemittels erreicht man einen guten Kontrast zwischen 
der Vorderkapsel und dem unterliegenden Gewebe, 

20 [Beispiele] 

Im folgenden werden Ausf Qhrungsbeispiele des Farbemittels in 
verschiedenen Puf f erlosungen angegeben. 

Beispiel 1 

25 Patentblau V mit einer Konzentration von 1,2 g/1 in einer 
Phosphat-Puf f er-Losung . 

200 ml Losung enthalten: 
0,240 g Patentblau V 
30 0,380 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HP04 x 2 HaO) 
0,060 g Natriumdihydrogenphosphat (NaH2P04 x 2 H2O) 
1,640 g Natriumchlorid (NaCl) 
Natriumhydroxid zur pH-Einstellung. 



Belspiel 2 

Patentblau V itiit einer Konzentratioh von 1,2 g/1 in einer 
Hydrogencarbonat-Puf f er-L6sung . 

5 

200 ml L6sung enthalten: 
0,240 g Patentblau V 

0,420 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs) 
1,640 g Natriumchlorid (NaCl) 
10 Natriumhydroxid zur pH-Einstellung 

Beispiel 3 

Patentblau V mit einer Konzentration von 1,2 g/1 in einer 
15 Citrat-Puf f er-Losung . 

200 ml L5sung enthalten: 
0/240 g Patentblau V 

0,216 g Trinatriumcitrat (CeHsNaaOv x 2 H2O) 
20 1,640 g Natriumchlorid (NaCl) 

Natriumhydroxid zur pH-Einstellung 

Identische Ausf lihrungsbeispiele gemaii Beispiel 1, 2 und 3 
konnen auch mit Brillantblau R mit einer Konzentration von 
25 172 g/1 hergestellt werden, 

Vorzugsweise wird bei den Puf f erlosungen der pH-Wert durch 
Natriumhydroxid eingestellt, Es ist jedoch auch moglich, di( 
Losung selbst auf den gewunschten pH-Wert (neutral, schwach 
30 sauer, schwach alkalisch) innerhalb des bevorzugten Berei- 
ches von 6,8 bis 7,8 einzustellen . Die Einstellung der Kon- 
zentration von Patentblau auf vorzugsweise 0,6 bis 2/5 g/1, 
insbesondere etwa 1,2 g/1 erfolgt durch eine entsprechende 
Menge an Patentblau V. 
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[ Paten tanspriiche] 

1, Verwendung eines Farbstoffs, der keinen Vitalf arbstof f 
darstellt und biokompatibel ist^ zur Herstellung eines 

5 Farbemittels fUr die Visualisierung von Zellen im 

menschlichen oder tierischen Korper. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, 

wobei das Farbemittel zur Visualisierung von begrenzen- 
den Oder trennenden Membranen, insbesondere im Auge her- 
10 stellt wird. 



Verwendung nach Anspruch 1, 

wobei das Farbemittel zur Visualisierung von aus einem 
Korperorgan^ insbesondere dem Auge zu entfernenden Memb- 
ranen hergestellt wird. 



15 4. Verwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 

■ wobei das FSrbemittel zur Visualisierung der Linsenkap- 
sel des Auges hergestellt wird. 

5. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, 

wobei das Farbemittel zur Visualisierung der Linsenvor- 
20 derkapsel bei einer Katarakt-Operation am Auge herge- 

stellt wird. 

6. " Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, 

wobei das Farbemittel zur Visualisierung von durch Er- 
krankung in oder an einem Korperorgan, insbesondere der 
25 Netzhaut des Auges entstandenen Membranen hergestellt 

wird. 

7 . Verwendung nach Anspruch 6, 

wobei das Farbemittel zur Visualisierung epiretinaler 
Membranen hergestellt wird. 




8. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 1, wobei das 
FSirbemittel zum EinfSrben einer insbesondere in der 
ophthalmologischen Chirurgie eingesetzten viskoelasti- 
schen Losung hergestellt wird. 

9. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 8^ bei welcher 
der Farbstof f in einem neutralen oder schwach sauren 
Oder schwach alkalischen Puffer gelost wird. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9^ 

wobei der Farbstof f in einem Puffer mit einem pH-Wert 
von 6,8 bis 7,8 gelOst wird. 

11. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
wobei ein Phosphat-, Hydrogencarbonat- oder Citrat- 
Puffer verwendet wird. 

12. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 11, 

wobei die Konzentration des Farbstoffs in der PufferlS- 
sung 0,3 bis 2,5 g/1, insbesondere etwa 1,2 g/1 betragt. 

13. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei als 
Farbstof f ein Triphenylmethan-Farbstof f verwendet wird. 

14. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 13, wobei als 
Farbstof f Patentblau V verwendet wird. 

15. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 13, wobei als 
Farbstof f Brillantblau R verwendet wird. 




[ Zus axnmenfa s sung ] 

Verwendung eines biokompatiblen Farbstoffs, z,B. Patentblau 
V Oder Brillantblau R zur Herstellung eines Farbemittels fur 
die nicht zytotoxische Visualisierung von Zellen, insbeson- 
dere begrenzenden oder trennenden Membranen im menschlichen 
Oder tierischen Korper, insbesondere im Auge. 



